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”摘要 ”棉铃 虫 核 多 角 体 病毒 (NPV) 加 入 0.01 MNa,CO,—0.05 MNaCl 溶解 后 ， 用 水 饱和 茶 酚 -SDS 
提取 NPV DNA。 电 镜 观察 证 明 NPV DNA 为 非 均一 些 环 状 结构 分 子 。 测量 了 28 个 分 子 的 长 度 ， 其 中 
15 个 分 子 长 度 为 27 士 5 wm, 相当 分 子 量 为 C73 土 13)X10s 道 尔 顿 其余 的 是 较 大 和 较 小 的 分 子 。 限 制 性 内 
Wi Xbal, Xhol, BamHI, EcoRI, Bgl Il 分 别 把 NPV DNA Kie % 20,9510, 18 和 11 个 限制 性 片段 。 
由 片段 总 和 法 计算 得 平均 分 子 量 是 73.3X10s 道 尔 顿 。 


关键 词 ”棉铃 虫 多 角 体 病毒 DNA ”限制 性 内 切 酶 酶 解 图 谱 ”电镜 观察 


昆虫 核 多 角 体 病毒 (NPV) 是 一 个 具有 包涵 体 的 环 状 双 链 DNA 病毒 , 属 杆 状 病毒 
科 CBaculoviridae), AW% (Matthews, 1982)o RHE NPV 核 沈 中 所 包含 病毒 粒子 的 数 
目 ， 又 可 把 它 分 成 单 粒 包 埋 (SNPV) 和 多 粒 包 埋 (MNPV) 两 个 形态 型 。NPYV 广泛 地 
分 布 在 昆虫 中 ,是 昆虫 传染 性 病毒 病 主要 病原 体 之 一 ,在 目 然 者 中 控制 病害 虫 数量 发 展 起 
着 非常 重要 的 作用 。 由 于 NPV 感染 昆虫 具有 专 一 性 ,在 环境 中 稳定 ,对 靶 寄 主 快速 致死 以 
RAIMA. 准 稚 动物 和 植物 安全 等 特性 , 是 一 个 很 有 发 展 前 途 的 生物 杀 虫 剂 。 目 前 。 
包括 美国 棉铃 虫 NPV 在 内 已 有 一 些 病 毒 制剂 作为 商品 杀 虫 剂 出 售 。 

NPV RRS, HHT DNA 限制 性 内 切 酶 酶 解 图 谱 分 析 可 鉴别 不 同 寄主 来 源 
(Miller 和 Dawes 1978; Smith 和 Summers, 1978; Jewell 和 Miller, 1980), AIA A£ NPV 
不 同 地 区 分 离 株 (Brown 等 ，1981; Gettig 和 McCarthy, 1982; Naomi 和 Marvin, 1982) 
和 变异 株 (Lee 和 Miller, 1978; Kelly 等 ，1980; Smith 和 Summers, 1979), 由 于 该 
技术 灵敏 而 方便 ， 因 而 可 作为 基因 突变 的 指标 监测 病毒 杀 虫 剂 在 使 用 过 程 中 的 遗传 变 
化 , 为 连续 使 用 的 安全 性 提供 依据 。NPYV 结构 和 感染 途径 的 特异 性 , 使 它 有 可 能 作为 病 
= DNA 一 寄主 DNA 互相 作用 的 研究 系统 和 改造 成 为 真 核 基因 克隆 的 运载 体 ,在 真 核 基 
因 调 控 研 究 和 基因 工程 上 发 挥 作用 。 国 外 最 近 已 报道 成 功 地 把 首 落 银 纹 夜 娥 NPV DNA 
用 作 表 达 人 8 干扰 素 基 因 的 运载 体 (Smith 等 ，1983)o 

棉铃 虫 Heliothis armigera NPV( 简 称 HaNPV， 下 同 ) 的 生物 学 特性 已 经 有 过 一 些 报 
道 ( 乐 云 仙 等 ,1978; WIES ,1978), HaMNPV 和 HaSNPV 一 些 地 区 分 离 株 的 DNA 
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BR fl PEA RS ith Ati (Gettig 和 McCarthy，1982)。 本 文 报道 HaSNPV 上 海 分 
离 株 的 DNA 限制 性 图 谱 及 电镜 观测 的 分 子 量 。 
材料 和 方法 

一 、NPYV 的 制备 

把 四 龄 幼虫 ,以 2x10 多 和 角 体 /ml 加 入 饲料 中 添 食 感 染 , 收集 感染 死亡 的 幼虫 ,加 蒸 
KER: DRA 4 BA, WR 4,000 g 离心 30 分 钟 , 取 沉 演 , 并 反复 用 蒸 饮 
KÆ. MER RAKE (C mg/ml) 37°C 保温 1 小 时 , 再 用 蒸馏 水 洗涤 后 铺 于 35—65% 
(wt/wt) 蔗糖 梯度 上 ,以 20,000 rpm 离心 30 分 钟 , 收集 55% 梯度 处 的 白色 沉淀 ,经 燕 饮 
水 洗 后 即 为 NPV 制剂 。 
=. NPV DNA 的 分 离 

参照 家 看 NPY DNA 的 分 离 方法 ( 李 敏 党 等 , 1981)。 加 人 0.01 MNa,CO;—0.05M 
NaCl 溶液 于 多 角 体 沉淀 中 ,使 悬 译 液 pH 值 达 10 左右 。 室 温 放 置 1 一 2 小 时 , 间 中 摇动 。 
接着 加 入 等 体积 水 饱和 苯酚 -十 二 烷 基 硫酸 钠 〈 最 终 浓度 为 0.5% )， 擂 动 约 30 分 钟 。 低 
速 离心 使 混合 液 分 层 ,吸取 上 层 水 相 , 再 用 水 饱和 茶 酚 抽 提 1 一 2 次 ,至 不 出 现 蛋 白质 层 为 
止 。 最 后 ,水 相 加 入 25 FARA CE, BBB DNA 纤维 状 沉淀 , 溶 于 灭 菌 水 中 备 
用 。 
=. NPV DNA 的 电镜 观察 | 

参照 Evenson (1977) 方法 进行 制 片 。 上 相 液 为 0.5 M NHAC, 0.05me/ml 细胞 色 
素 C, 下 想 流 为 0.25 M NH,ACo H Hitachi H500H 电子 显微镜 观察 ,以 pBR 322 作 内 
标 ， 按 HaNPV DNA 测量 长 度 /pBR 322 DNA 测量 长 度 X 2.6 x 10' 道 尔 顿 公式 计算 
HaNPV DNA 的 分 子 量 。 
W, NPV DNA 限制 性 内 切 栈 酶 解 和 

限制 性 片段 电泳 分 离 

NPV DNA 的 限制 性 内 切 酶 EcoR I, 
XnoI。Xbai 的 酶 解 作 用 在 50 mM Tris 
(pH 8.0), 100 mM NaCl, 10 mM MgCl, 
和 10 mM Size CAS Re hw ETS 
BamHI, Belll 在 10 mM Tris (pH 7.4), 
50mM NaCl,10 mM MgCl,, 10mM $i 
基 乙 醇 缓冲 液 中 进行 。 用 3 倍 以 上 酶 
E, 37 保温 3 一 6 小 时 。 酶 解 片 段 在 
0.7% 琼脂 糖 板 凝 胶 作 电 沪 分离, 同时 以 
ADNAEcoRI 和 Hind II 限制 性 片段 作 
分 子 量 标准 。 电 泳 缓冲 液 为 40mM Tris, 
. 20mM NaAC(pH7.6),2mM 志 二 胺 四 乙酸 

OOO P azere -二 钠 。 电 泳 电 压 20 一 25 伏 ,电泳 时 间 15 

图 1 HaSNPV DNA 环 状 分 子 长 度 分 布 小 时 以 上 。 电 泳 毕 , 凝 胶 以 0.5 pg/ml ie 
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化 乙 狂 染色 15 分 钟 后 在 紫外 光 下 担 摄 。 


结 Fe 


HaSNPV DNA 电 锁 观察 表明 ,样品 中 除 环 状 结构 分 子 外 ,还 有 少量 长 短 不 一 的 线形 
分 子 , 估计 后 者 是 抽 提 DNA 的 过 程 中 环 状 分 子 断 裂 所 致 。 测 量 了 28 个 环 状 分 子 的 长 度 ， 
其 中 最 小 的 一 个 为 18.7 wm， 最 大 的 一 个 为 42.5 wm. 图 版 I:1 展示 一 个 长 度 为 29.8 pm 
的 HaNPV DNA 环 状 分 子 。28 个 环 状 分 子 的 长 度 分 布 在 图 1 说明。 

分 布 在 15 一 20 pm 长度 间 的 分 子 有 5 个 ; 20—25 pm 间 有 7 个 : 25—30 pm 间 8 个 ; 
30—35 pm 4 个; 35—40 um 2 个 ; 40—45 pm 2 个。 具有 2745 pm 长 度 的 分 子 有 15 
个 , 约 占 绕 计 分 子 总 数 的 54%, 考 虞 把 此 长 度 作为 这 HaSNPV DNA 的 “标准 * 环 状 分 子 
长 度 , 按 HaSNPV DNA 测量 长 度 /pBR 322 DNA 测量 长 度 X2.6X10 道 尔 顿 计算 式 计 
算 , 则 其 分 子 量 约 (73 士 13) X 10° EPR lo 

NPV DNA 经 限制 性 内 切 酶 酶 解 后 , 其 限制 性 片段 与 ADNA EcoRI 和 Hind M Fr 
段 同 时 在 0.7% 琼脂 糖 板 凝 胶 作 电泳 分 离 , 结 果 如 图 版 I:2。 图 2 为 图 版 1:2 示意 图 。 图 
中 表明 ,HaSNPV DNA XbaI 片段 为 20; XhoI9; BamHI10; EcoRI18; BglITI1。 以 
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图 2 HaSNPV DNA PREE p DONA Ar Be He ok PS R 
A, ADNA Hind II B. HaSNPV DNA Xbal C. HanSNPV DNA Xbal D. HaSNPV DNA BamHI 
E. HaSNPV DNA EcoR'I F. HaSNPV DNA Bgl II G, ADNA EcoR I. 
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ADNA EcoRT 和 Hind M 上 厂 段 作 分 子 量 标 准 取 对 数 对 其 泳 度 作 标准 曲线 ,从 标准 曲线 上 
测量 NPV DNA 各 限制 性 片段 分 子 量 ,其 信 于 图 2 上 注 明 。 HaSNPV DNA 分 子 量 用 
片 女 分 子 量 总 和 宗 计 算 , 其 结果 为 HaSNPV DNA Xbal 74.7, Xho171.2。BamHI 74.7, 
EcoRT69.4，B8glI76.7 X 10° 道 尔 顿 。 五 种 酶 所 得 之 值 作 平 均 为 73.3 x10 道 尔 顿 。 
讨 论 

电镜 下 测量 HaSNPV DNA 28 个 环 状 分 子 , 其 长 度 分 布 于 18.7 一 42.5 pm 间 , 最 小 
与 最 大 相差 达 2 FS. HOE 27 土 5 pm 处 , 约 相 当 (73 土 13)x10' 道 尔 顿 , 与 用 
限制 性 内 切 酶 限制 性 片段 总 和 法 测 得 的 平均 分 子 量 73.3 x 10° 道 尔 顿 相 等 ， 亦 与 Gettig 
和 McCarthy 报道 HaSNPV 湖北 省 分 离 株 的 DNA 分 子 量 74x10 道 尔 顿 一 致 

Gettig 和 McCarthy (1982) 作 了 HaSNPV DNA EcoRI 和 Hind M 图 谱 。 湖 北 与 
上 海 HaSNPV 分 离 株 DNA 就 其 EcoRI 图 谱 比 较 而 言 * 二 考 除 在 最 小 的 6 SHEIK 
小 及 相对 位 置 相仿 外 ， 其 余 的 片段 对 应 关系 相距 其 远 。 限 制 性 内 切 栈 图 谱 是 DNA 碱 基 


FIRR EIE, 同 种 NPV 不 同 地 区 的 分 离 株 DNA PRGPEAIZ Eee, MIK 
te Ga PAR HR Ee 


1977), KIHI NPV (Strokovkava se ory 家 到 NPV (Kox w, 1972) OL eT 
BIRR ir NPV, RIE NPV 等 DNA PIAH E Hio SEIN AES HR NPV DNA 环 状 
DPRD if TE 15—45 pm H, IHE 20-25 wm Uh, kebi ARa 3 PP. nals, BB 
Rae Fe NPV DNA KRR ETE 6 倍 。 产 生 非 均一 性 的 原 加 还 有 答 钙 完 。 但 
就 从 HaSNPV DNA 而 论 ， 由 于 电镜 测 得 的 “标准 ”长 度 (27 am) 的 环 状 分 于 的 分 子 量 
与 用 限制 性 内 切 酶 限制 性 片段 总 和 东 所 测 得 的 分 子 量 相等 ， 推 断 这 些 人参 问 不 齐 的 分 子 是 
高 度 同 源 的 ,否则 二 者 之 值 将 发 生 较 大 的 偏离 。 但 不 能 排除 一 些 带 有 “特殊 ”片段 的 大 分 
子 的 存在 ,由 于 这 类 分 子 为 数 甚 微 , 政 使 这 “特殊 ”片段 无 法 在 瞩 胶 电泳 上 检 出 。 
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RESTRICTION PATTERNS AND ELECTRON MICROSCOPY OF 
NUCLEAR POLYHEDROSIS VIRUS DNA OF HELIOTHIS ARMIGERA 


Lı MIN-TANG XIN Ji-Hou Lit ZAI-PING 


(Shanghai Institute of Biochemistry, Academia Sinica) 


ZHANG SHI-YUN Yun YUN-XIAN Sv DE-MING 
(Depariment of Biology, Fudan University) 


SNPV of Heliothis armigera (HaSNPV) was extracted twice with water-saturated 
phenol-SDS and studied by electron microscopy. It was found that the NPV DNA mo- 
lecules were circular and heterogeneous in size. Twenty eight molecules were measured. 
Among them fifteen were 27+5 um in length, corresponding to a molecular weight of 
(78-218) X10° daltons. The others were smaller or greater in dimension. Restriction 
endonuclease assay revealed that XbaI, XhoI, BamHI, EcoRI, and BglII cleaved the 
NPV DNA into 20, 9, 10, 18, and 11 fragments respectively, The molecular weights of 
NPV DNA as calculated from the XbaI, XhoI, BamHI, EcoRI, and BglII NPVDNA 
fragments were 74.7, 71.2, 74.7, 69.4, and 76.7X10° daltons, respectively, 


Key words HaSNPV DNA——restrietion patterns——electron microscopy 
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l. HaSNPV DNA 电镜 像 (X148007 示 长 度 为 29.8 um 的 环 状 结构 分 子 。 
2. HaNPV DNA 限制 性 内 切 酶 酶 解 片段 电泳 图 。0.7% 琼脂 糖 板 凝 胶 * 电 压 
25 R> 电泳 16 小时。 

A: ADNA Hindlll; B: HaNPV DNA Xbal C: HaNPV DNA Xhol; D: 
HaNPV DNA BamHI E: HaNPV DNA EcoRl; F: HaNDPV DNA Bglll G; 
ADNA EcoRI 


